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Fine mapping a self-fertility locus in perennial ryegrass
Abstract
Allogamous grasses exhibit an effective two-locus gametophytic self-incompatibility (SI) system, limiting the
range of breeding techniques applicable for cultivar development. Current breeding methods based on
populations are characterized by comparably low genetic gains for important traits such as biomass yield. In
order to implement more efficient breeding schemes, the overall understanding of the SI system is crucial as
are the mechanisms involved in the breakdown of SI. Self-fertile variants in outcrossing grasses have been
studied and the current level of knowledge includes approximate gene locations, linked molecular markers
and first hypotheses on their mode of action. Environmental conditions increasing seed set upon self-
pollination have also been described. Even though some strategies were proposed to take advantage of self-
fertility, there have so far not been changes in the methods applied in cultivar development for allogamous
grasses. In this review, we describe the current knowledge about self-fertility in allogamous grasses and outline
strategies to incorporate this trait for implementation in synthetic and hybrid breeding schemes.
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have  been  studied  and  the  current  level  of  knowledge  includes  approximate  gene  locations,  linked 
molecular markers and  first hypotheses on  their mode of action. Environmental  conditions  increasing 
seed set upon self‐pollination have also been described. Even though some strategies were proposed to 








option  in  the  bioenergy  market  due  to  their  intrinsic  properties  for  biofuels  and  their  ecological 
advantages  over  annual  crops.  As  perennials,  each  evaluation  trial  takes  two  or  more  years  since 









absolute  parental  control  and  maximum  exploitation  of  heterosis.  However,  cultivars  from  species 
exhibiting  SI  can  only  be  developed  as  improved  populations  or  synthetic  varieties  since  inbred  lines 








(Laidig et al., 2014). Slow progress  in breeding perennial grasses  is due to  the diffculty of altering  the 
harvest  index  in  grasses, which  had  a  great  impact  on  the  improvement  of most  grain  crops,    lower 
financial investment compared to cereal crops, among other reasons (McDonagh et al., 2014; Woodfield, 
1999; Wilkins and Humphreys, 2003; Laidig et al., 2014). 
The  efficiency  of  perennial  grass  breeding  can  be  improved  by  different  means.  One  of  them  is 
manipulation  of  the  reproductive  system  to  overcome  the  SI  barrier,  which  would  allow  efficient 




in  perennial  grasses  leading  to  temporary  or  permanent  self‐fertility  (SF),  and  (2)  discuss  practical 
applications of available SF for breeding allogamous grasses. 
Origin of self‐fertility (SF) 








pollination  under  different  environmental  conditions  (Foster  and Wright,  1970).  Such  selfing  rates  in 
perennial ryegrass were also obtained by other authors (Madsen et al., 1993; Fearon et al., 1983; Cornish 





1992).  Plants  from  one  particular  population  went  from  2.3%  seed  set  under  unheated  glasshouse 













ryegrass,  the capacity  for  SF was heritable and  increased over  inbred generations  in  selected  families 
(Jones and Jenabzadeh, 1981). By selecting for pseudocompatibility in opposite directions, seed set was 












with high and  low selfed  seed set  found by  Lundqvist  (1958)  suggest polygenic  inheritance. Polygenic 
modifiers contributing  to pseudocompatibility were also reported for dicots, which have a different SI 
system (reviewed by Good‐Avila et al., 2008). However, there is also strong evidence for allelic variation 










to  inhibit  the  SI  response.  Calcium  channel  blockers  lantharum  chloride  (La3+)  and  verapamil  allowed 
incompatible pollen  grains  to  grow  their  tubes down  the  style  in  both  rye  (Wehling et  al.,  1994)  and 
perennial ryegrass (Klaas et al., 2011). Additionally, the protein kinase inhibitor Lavendustin A also allowed 






of  SF  was  studied  by  segregation  analysis  in  different  mating  designs  involving  self‐fertile  and  self‐
incompatible  parents  as  well  as  their  offspring.  In  rye,  a  1:1  segregation  of  self‐fertile  and  self‐
incompatible plants  in the offspring of SI x SF/SI crosses were found and  indicated single gene effects 
(Voylokov  et  al.,  1993),  in  agreement  with  earlier  studies  by  Lundqvist  (1958)  and  Wricke  (1969). 
Determining  the  percentage  of  compatible  pollen  by  in‐vitro  pollination  tests  (Kho  and  Baer,  1968; 
Lalouette, 1967; Lundqvist, 1961) allowed a more accurate segregation analysis and the discrimination of 
homozygous  from  heterozygous  self‐fertile  plants.  In  perennial  ryegrass,  all  offspring  from  a  cross 
between a self‐fertile and a self‐incompatible inbred showed a 50 % pollen compatibility reaction, the F2 
segregated into 50% and 100% pollen compatibility in a 1:1 ratio. The fully compatible F2 bred true in the 
F3  while  segregation  occurred  in  the  50  %  compatibility  class  (Thorogood  and  Hayward,  1991).  This 






and  BC2  into  self‐fertile  and  self‐incompatible  plants  as  well  as  the  self‐fertile’s  pollen  being  50% 
compatible agrees with a 1‐locus model for the control of SF acting gametophytically in autogamous L. 
temulentum (Yamada, 2001; Thorogood and Hayward, 1992). 
Even  though  the  majority  of  research  suggests  a  single  SF  gene,  additional  loci  may  be  involved  in 
conferring SF. In rye, two independently segregating loci caused SF (Lundqvist, 1958). Moreover, deviation 





and  self‐fertile mutants, Melz  et  al.  (1987)  also  identified  three  SF  genes  and  later,  four  genes were 
reported (Melz et al., 1990). Similar results were obtained in P. coerulescens where the use of isozyme 























grasses  showed  common  features  to  other  SI  systems  (Klass  et  al.,  2011).  Transcripts were  identified 























be  demonstrated. Usually  for  only  few  genes  such  hard  evidence  can  be  established.  Should  thus  be 
carefully interpreted.] involved but also may combine features of the different SI systems with other novel 




Mutations  at  the S  and Z  locus mostly  affected  pollen  rather  than  stigma  specificity,  since  self‐fertile 
mutants are often compatible to their self‐incompatible parents and sibs as pollen donors but not when 
used as females (Hayman and Richter, 1992; Lundqvist, 1968; Lundqvist, 1958). The low rate at which SF 


























not  between  the  male  and  female  determinants  (SP11  and  SRK,  respectively)  (Takuno  et  al.,  2007). 




allele  formation,  leading  to  SF  even  in  the  presence  of  functional  alleles.  In  Solanum  chacoense 
(Solanaceae),  new  specificities  can  arise  from  few  or  even  single  base‐pair  substitutions  at  the 
hypervariable regions of the S‐RNase gene (Saba‐El‐Leil et al., 1994; Matton et al., 1997; Matton et al., 
































of  SI  by  comparative  genomics.  It  is,  therefore,  a  reasonable  hypothesis,  that  the  non‐S  and  ‐Z  locus 
conferring SF in rye, perennial ryegrass, and P. coerulescens is due to the same gene, considering that the 
region around it is conserved among different grasses (Jones et al., 2002b; Alm et al., 2003; Sim et al., 



























even  in  the presence of  intact  and  functional S  alleles expressing normal  levels of  S‐RNase and F‐box 




pollen  tube  (Vilanova  et  al.,  2006).  Alternatively,  in  grasses  the  SF  gene  product  could  potentially  be 
required to complete the interaction between S and Z products acting either upstream or downstream in 
the incompatibility pathway or by forming a complex molecule with the S and Z products.  


















the  genetic  variability  of  the  population  and  seed  is  harvested  from  the  SI  recurrent  parent  to  avoid 
selfings.  The  F1  is  bulked  and  back‐crossed  to  another  set  of  plants  from  the  recurrent  population. 
Molecular markers are used in the BC1 generation to select SF plants for the next round of back‐crossing. 








germination  and  seedling  survival was  reported  in  perennial  ryegrass  after  three  generations  of  self‐
pollination (Jones and Jenabzadeh, 1981). In orchardgrass (Dactylis glomerata L.), there was a progressive 
decrease in vigour and seed production as well as an increase in leaf diseases and winter injuries up to 
the  second  selfing  generation  (Kalton  et  al.,  1952).  Another  report  showed  no  detectable  inbreeding 
depression for dry matter yield and forage quality after one selfing generation (Van Santen and Casler, 
1987).  Genotypes  tolerant  to  inbreeding  depression  have  been  reported  for  tall  fescue  after  four 
generations of selfing (Buckner, 1960; Buckner and Fergus 1960; De Santis, 2007), and perennial ryegrass 





for purfying populations  from deleterious  alleles  since only DHs with  low genetic  load would  survive. 











that  reason,  Posselt  (2010)  suggested  that  the  use  of  self‐fertile  materials  should  be  avoided  when 







Once  the  desired  level  of  homozygosity  is  achieved,  heterozygous  plants  for  SF  are  identified  from 
selected  families  and  intermated.  In  this way,  self‐incompatible progeny  can be  recovered,  since  self‐
incompatible genotypes arise only when heterozygotes for the SF mutation from different families are 




















by Posselt  (1993).  It  involves the creation of  inbred families  (“lines”) with a high degree of within‐line 
incompatibility previous to the final interline cross to produce the hybrid. Plants within a line share the 
same  alleles  at  S  and  Z  though  some  plants  are  homozygous  at  one  of  the  loci  while  others  are 
heterozygous  at  both  limiting  the  crossability  among  plants  from  the  same  line.  The  method  takes 
advantage  of  low  levels  of  selfed  seed  that  self‐incompatible  plants  are  able  to  produce  by 











avoiding  genetic  manipulation  but  has  the  challenge  to  be  dependent  on  environmental  conditions. 






biological mechanisms can potentially be exploited  for hybridization: SI  and  cytoplasmic male  sterility 
(CMS) (see Posselt, 2010, and Arias‐Aguirre et al., 2012). 
Ideally,  after  inbred  line  development,  SI  would  be  reestablished  and  crossing  two  self‐incompatible 
inbred lines would ensure 100% hybridization. However, when selfing a heterozygous self‐fertile plant, 











Alternatively, CMS  is currently  the preferred mechanism of hybridization control  in many species. The 








Chimeric REpressor gene‐Silencing Technology  (CRES‐T)  to  silence genes  that  specify  the  formation of 
stamens  (Sato  et  al.,  2012),  though  understanding  of  the  inheritance  of  this  trait  is  still  incomplete. 
Instability of male sterility has been a  limitation for practical use of CMS  in  forage breeding programs 
(Posselt, 2010). However, an  in silico pipeline to identify genomic regions containing potential restorer 







The  genetic  progress  achieved  to  increase dry matter  yield  in  allogamous  grasses  is  rather  low when 
compared to other crops. The SI system, although it contributes to high levels of heterozygosity within 
populations, also limits the breeding methods that can be applied in cultivar development. The overall 






self‐incompatible species, where self‐fertile mutants have been reported  is  rather  low. However, such 
mutants are likely present in any grass species with a functional SI system. In addition, interspecific crosses 
between related species would allow the introgression of SF into a self‐incompatible relative. Although 
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Subfamily  Tribe  Species  SI  GSI  S‐Z  SF  PsC   
Pooideae  Poeae  Briza media  Yes  Yes  Yes     
Briza elatior   Yes  Yes  Murray, 1974 
Briza australis   Yes  Yes  Murray, 1974     Briza minor  No       Bromus inermis  Yes    McKone, 1985     Bromus tectorum  No    McKone, 1985     Cynosurus cristatus  Yes  Yes       Dactylis aschersoniana  Yes  Yes  Yes       Festuca pratensis  Yes  Yes  Yes  Yes  Lundqvist, 1964 
Festuca rubra  Yes  Yes 
Lolium perenne  Yes  Yes  Yes  Yes  Yes 










Phalaris coerulescens  Yes  Yes  Yes  Yes 
Triticeae  Secale cereale  Yes  Yes  Yes  Yes  Yes     Hordeum bulbosum  Yes  Yes  Yes       Hordeum vulgare  No   
Chloridoideae  Chlorideae  Chloris gayana  Yes           
    Chloris striate  No           
Ehrhartoideae  Oryzeae  Oryza barthii  Yes           
    Oryza sativa  No           
Panicoideae  Andropogoneae  Sorghastrum nutans  Yes           
    Zea mays  No           























Figure  3.  Scheme  of  a  modified  back‐crossing  procedure  to  introgress  a  SF  gene  into  a  breeding 
population.   = homozygous for SF,   = heterozygous for the SF gene, and   = SI plant. 
 
 
Figure  4.  Synthetic  breeding  using  inbreds  developed with  SF  or  pseudocompatibility.  A)  Inbred  lines 
heterozygous  for  the  SF  gene,  developed  by  repeated  self  pollination  and  selected  for  high  general 
combining ability, are used as parents and polycrossed to create the Syn 1 generation. Self‐incompatible 
plants  within  Syn  1  are  selected  with  molecular  markers  and  polycrossed  to  develop  Syn  2  while 
reestablishing SI (Black circles: homozygous for the SF gene; black/white circles: heterozygous for the SF 
gene; white circles: self‐incompatible plants). B) Self‐incompatible inbreds (Is.1, ls.2, etc.) are developed 
by pseudocompatibility from different origins (P1, P2, etc). Selected inbreds (I1, I2, etc.) are polycrossed 
under natural conditions to develop the Syn 1 generation. 
 
Figure 5. Method for producing hybrid seed using CMS (adapted from Stephens and Holland, 1954). The 
A line is maintained and multiplied by crossing to the B line which is the pollen donor. The A line is then 
crossed to a selected fertile inbred (pollen donor) to produce the single cross F1 hybrid. 
 
 
 
